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(Resumo




GALVAO, J. L. F. M. Estudo da atividade antibacteriana do isoeugenol contra cepas
clinicas de Pseudomonas aeruginosa, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, area de concentracdo: Farmacologia) CCS/UFPB,
Jo&o Pessoa.

Evidéncias cientificas ao longo do tempo, demonstram que Pseudomonas
aeruginosa destaca-se dentre as bactérias gram negativas ndo fermentadoras que
promovem elevadas taxas de morbidade, mortalidade e aumento de custos
hospitalares em ambito mundial. Este micro-organismo € intrinsicamente resistente a
ampla diversidade de substéancias, sendo capaz de se tornar resistente a diversos
agentes antimicrobianos. Atualmente, verifica-se uma significativa limitacdo do
arsenal terapéutico que pode ser empregado para o tratamento de infeccdes
causadas por esta bactéria multirresistente, uma vez que a Pseudomonas
aeruginosa pode desenvolver seus mecanismos de resisténcia durante essa terapia.
Portanto, baseado na resisténcia promovida por essa bactéria desperta-se a atencao
dos pesquisadores a possibilidade do uso de compostos naturais, sendo estes,
plantas medicinais e Oleos essenciais e seus fitoconstituintes na prevencédo ou
tratamento de enfermidades, dentre esses fitoconstituientes destaca-se o
isoeugenol, um fenilpropandide. Diante disso, foi avaliada atividade antibacteriana
do isoeugenol contra cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa por meio de
ensaios realizados in vitro: Determinagdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e estudos de associacdo do isoeugenol
com antimicrobianos convencionais (gentamicina e meropénem). Na avaliacdo da
atividade antibacteriana foram utilizados duas cepas padroes e dez cepas de
linhagem microbianas, o isoeugenol apresentou uma CIM de 64 pg/mL e uma CBM
de 128 pg/mL, ja para os antimicrobianos convencionais a gentamicina apresentou
uma CIM de 1024 pg/mL e uma CBM >1024 pg/mL, enquanto que o meropénem
teve sua CIM e sua CBM de 32 pg/mL. A associacdo do fenilpropanoide
primeiramente com a gentamicina mostrou-se tanto para a cepa padrao quanto para
a cepa de linhagem microbiana 297 um efeito sinérgico, diferentemente foi
observado que na associacdo do meropénem com a cepa padrdo resultou-se um
efeito de aditividade ou indiferenca e para a cepa de linhagem microbiana 297 um
efeito de antagonismo. Com isso, o0s resultados obtidos nesse estudo sugerem uma
atividade antibacteriana do isoeugenol frente a cepas clinas de P. aeruginosa, seja
de forma isolada ou em associagdo com antimicrobiano padrao.

PALAVRAS-CHAVE: Pseudomonas aeruginosa, Atividade antibacteriana, Oleos
esséncias, Fenilpropandides, Isoeugenol.



Abstract




GALVAO, J. L. F. M. Study of the antibacterial activity of isoeugenol against clinical
strains of Pseudomonas aeruginosa, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, area de concentracdo: Farmacologia) CCS/UFPB,
Jo&o Pessoa.

Scientific evidence over time shows that Pseudomonas aeruginosa stands out
among gram-negative, non-fermenting bacteria that promote high rates of morbidity,
mortality and increased hospital costs worldwide. This microorganism is intrinsically
resistant to the wide diversity of substances, being able to become resistant to
several antimicrobial agents. There is now a significant limitation of the therapeutic
arsenal that can be used to treat infections caused by this multiresistant bacterium,
since Pseudomonas aeruginosa can develop resistance mechanisms during this
therapy. Therefore, based on the resistance promoted by this bacterium, the
researchers' attention is drawn to the possibility of the use of natural compounds,
being these, medicinal plants and essential oils and their phytoconstituents in the
prevention or treatment of diseases, among these phyto-constituents, , a
phenylpropanoid. In this study, the antibacterial activity of isoeugenol against clinical
strains of Pseudomonas aeruginosa was evaluated by means of in vitro assays:
Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) and studies of the association of isoeugenol with conventional
antimicrobials (gentamicin and meropenem). In the evaluation of the antibacterial
activity, two standard strains and ten strains of microbial strains were used,
isoeugenol had a MIC of 64 uyg / mL and a CBM of 128 ug / mL, whereas for
conventional antimicrobials gentamicin had an MIC of 1024 ug / mL and a CBM>
1024 ug / mL, whereas meropenem had its MIC and MBC of 32 ug / mL. The
combination of phenylpropanoid with gentamicin showed a synergistic effect for both
the standard strain and the microbial strain 297, whereas it was observed that the
association of meropenem with the standard strain resulted in an additive or
indifference effect and for the strain of microbial strain 297 an antagonistic effect.
Therefore, the results obtained in this study suggest an antibacterial activity of
isoeugenol against clonal strains of P. aeruginosa, either alone or in combination with
standard antimicrobial agents.

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa, Antibacterial activity, Essential oils,
Phenylpropanoids, Isoeugenol.
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OE Oleo essencial

PBPs Proteinas ligadoras de Penicilinas
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T3SS Sistema de secrec¢do tipo 3
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1 INTRODUCAO

Ao longo do tempo os micro-organismos, tais como as bactérias, tem
contato com uma imensa diversidade de produtos quimicos e agentes
antimicrobianos naturais presentes no ambiente. Dessa forma, sua realidade
evolutiva reflete o aparecimento da resisténcia aos antimicrobianos como um fator
de sobrevivéncia devido ao seu uso inadequado na pratica clinica (FERNADES,
2006; MARTINEZ, 2009).

Nesse desempenho clinico destaca-se tanto a pratica ha comunidade
como no ambiente hospitalar, para o combate as diversas infegcbes causadas por
varias espécies bacterianas, essas atualmente conhecida como Infec¢des
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS).

As IRAs representam um dos eventos adversos mais frequentes nos
hospitais e sdo adquiridas apds o internamento do individuo no ambiente hospitalar,
cuja manifestacdo pode ocorrer durante a internacdo ou apos a alta (OLIVEIRA et
al., 2011). Dados epidemiologicos sao fundamentais para aprimoramento da gestao
nos servicos de saude visando proporcionar a seguranca do paciente (BARSANTI;
WOELTJE, 2009; WAWRZYNIAK et al., 2010).

No Brasil estima-se que 5 a 15% dos pacientes hospitalizados
adquiram IRAS, com destaque para infeccdes do trato urinario (35-45%), seguido de
trato respiratério (15-25%), corrente sanguinea (10-20%) e sitio cirugico (14-16%)
(OLIVEIRA; KOVNER; SILVA, 2010; OLIVEIRA, et al., 2012; ANVISA, 2013a;
ANVISA, 2013b). Essas infecgcbes sdo comuns e relevantes devido a sua
periodicidade, morbidade e mortalidade. Dentre os agentes etioldégicos que induzem
ao desenvolvimento destas infec¢des, Pseudomonas aeruginosa assume um papel
de destaque em razao as elevadas prevaléncia e incidéncia (ALY; AL-MOUSA; AL-
ASAR, 2008; OTT, et al., 2013)

P. aeruginosa pode ser encontrada em diversos tipos de locais, com destaque
para os ambientes Umidos, mas podera estar presente em plantas, solo e agua.
Essa espécie tem sido constantemente isolada em amostra clinicas e quando se
trata de pacientes hospitalizados especialmente aqueles internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) pode ser considerada uma das espécies bacterianas nao
fermentativas mais predominantes entre as espécies clinicas, uma vez que essa

bactéria apresenta uma facil colonizacao nesses pacientes internados, em virtude a
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exposicdo aos aparelhos auxiliares e instrumentos, bem como as méos de
profissionais da salude e o uso de antimicrobianos de amplo espectro (SADIKOT, et
al., 2005; LABARCA, et al; TSITSOPOULOQOS, et al., 2016).

As infecbes hospitalares bacterianas, principalmente ocasionadas por
bactérias Gram-negativas, se apresentam como uma grande ameaca devido a sua
rapida disseminacdo de cepas resistentes aos antimicrobianos disponiveis para o
tratamento desses pacientes (SOMMER, et al., 2013). O aparecimento de cepas
resistentes de P. aeruginosa aos antimicrobianos convencionais, seja por um
processo natural ou acelerado por pressao seletiva, se apresenta como um assunto
relevante na saude publica em ambito mundial, ordenando rapidas intervencdes
epidemioldgicas, microbioldgicas e terapéuticas (KOLEF, M. H, 2005; MARCHAIM,
et al.,, 2007) Dentre essas intervencdes destaca-se 0 uso racional de
antimicrobianos, a melhora no controle dessas infeccdes e o investimento no
desenvolvimento de novos farmacos (LIVERMORE, D. M; WOODFORD, N, 2000).

A busca conjunta por novas opcdes terapéuticas para combater essa
resisténcia microbiana vem sendo prioridade na agenda de saude mundial. No
Brasil, fonte de inestimavel biodiversidade, varios principios ativos presentes em
plantas e em alimentos podem ser considerados a base para terapias inovadoras e
efetivas, em que a busca por antimicrobianos de origem natural com atividade sobre
grande espectro de micro-organismos, podendo ser usados como alternativa aos
antibioticos convencionais ou em combinacdo tem despertado o interesse da classe
cientifica, sobretudo nas moléculas de origem vegetal, uma vez que essas possuem
um grande
potencial em sintetizar substancias quimicas com estruturas moleculares variadas
(PRADEEPA, et al., 2014).

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de substancias lipofilicas
geralmente odoriferas e liquidas presentes em plantas, com tonalidade incolor ou
ligeiramente amarelada, sendo raro encontra-los coloridos definidos e geralmente
constituidos por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides
(INTERNATIONAL STANDARD - ISO, 2013). Esses oOleos tém atividade
antibacteriana explicada pela possivel aptiddo de inibir o crescimento bacteriano
através de mecanismos relacionados a danos tanto estruturais como funcionais a

membrana citoplasmatica das bactérias (BURT, 2004).
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Desses compostos fendlicos presentes nos 0leos esséncias encontram-se 0s
difendis, sendo o eugenol (4-alil-1-hidroxi-2-metoxibenzeno) e seu isémero
isoeugenol (2-metoxi-4-propenil-fenol) importantes constituintes dessa classe.
(BAKKALLI, et al., 2008; CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012). O Isoeugenol (2-
metoxi-4-propenil-fenol) € encontrado em vérias especiarias e é usado como agente
de armazenamento e aromatizagdo, apresentando-se algumas atividades biolégicas
relatadas como analgésica, anti-inflamatéria, uma alta atividade antioxidante e
antibacteriana (ZHANG, et al., 2017).

Diante disso, pode-se inferir que se faz necessério a realizacdo de estudos
que investiguem o potencial antibacteriano de fitoconstituintes frente cepas de
importancia clinicas, com o objetivo de avaliar seu nivel de atividade, seja
isoladamente ou em associacdo com outros farmacos antimicrobianos ja utilizados,
evitando sua inibicdo proveniente de mecanismos de resisténcia ou melhorando sua
eficacia. Contudo, baseado na poténcia biolégica dos fenilpropandides, este trabalho
de pesquisa propds avaliar a atividade antibacteriana do isoeugenol contra dez
cepas clinicas de P. aeruginosa e sua associacdo a dois antimicrobianos

empregados na terapia antipseudomonas.
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2 Referencial tedrico

2.1 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter, 1872)

A bactéria é um bacilo Gram-negativo, do filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales e familia Pseudomonadaceae. O
seu comprimento varia entre 1,5 e 5 ym e a largura varia entre 0,5 e 1um. Este
bacilo tem um flagelo polar que lhe confere mobilidade em superficies liquidas e
vivem em temperaturas entre os 4°C e os 42°C, sendo 37°C a temperatura 6tima de
crescimento. As culturas de P. aeruginosa tém o seu crescimento 6timo em
condicBes aerdbias, mas também possuem a capacidade de se desenvolver em
anaerobiose desde que exista uma fonte de carbono e um suplemento de nitrato
(Figura 1 e 2) (LABAUVE; WARGO, 2012).

Figura 1: Macromorfologia de Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: www. Science Source
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Figura 2: Micromorfologia de Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: www.microbiologyinpictures.com

A associagéo dos pigmentos piocianina com o pioverdina resulta na coloragéao
esverdeada, caracteristica comum & maioria das cepas de P. aeruginosa. E um
micro-organismo indol-fenol oxidase, arginina di-hidrolase e catalase positivas e
lisina e ornitina descarboxilase negativas (BERNARDO, 2009).

E comumente encontrada no solo, na agua e em ambientes imidos (GOMILA
et al.,, 2013) e o principal sitio de colonizacdo e reservatério da P. aeruginosa no
homem é o trato gastrointestinal, podendo ser encontrada também em outros locais
umidos do corpo, como orofaringe, mucosa nasal, axilas e perineo (KIPNIS et al.,
2006). Esta bactéria produz um elevado numero de fatores de viruléncia que
contribuem para sua patogénese, destacando-se especialmente: flagelos, pili ou
fimbrias, lipopolissacarideo, mecanismo quorum sensing (QS), biofilme, sistema de
secrecdo tipo 3 (T3SS). Outros diversos fatores de viruléncia também sao
secretados por P. aeruginosa, como: proteases, lipases, fosfolipases, piocianina
(Figura 3) que associados a sua elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos,
sdo os principais fatores que dificultam a erradicagdo deste patdgeno nos tecidos
infectados, culminando em altos indices de mortalidade (KIPNIS; SAWA; WIENER-
KRONISH, 2006; MARCHAIM, et al., 2007; BERNARDO, 2009)
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Figura 3: Principais fatores de viruléncia em Pseudomonas aeruginosa (Gellatly e Hancock,
2013).
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Em relacdo ao tipo de infecdo ocasionada por P. aeruginosa, aguda ou
cronica, seu fendtipo difere (SMITH, et al., 2006). Nas infeccdes agudas esta
bactéria expressa uma grande variedade de fatores de viruléncia, contudo, em
infeccbes crbnicas esses fatores podem estar ausentes e apresentarem apenas,
flagelos e pili (HOGARD; HEESEMANN, 2010). Além disso, a P. aeruginosa em
infeccbes cronicas tende a formar biofilme e aumenta a producdo do
exopolissacarideo alginato (SADIKOT, et al., 2005; KIPNIS; SAWA; WIENER-
KRONISH, 2006).

Esse bacilo Gram-negativo esta envolvido em doengas oportunistas, particu-
larmente em imunocomprometidos, promovendo dermatites, infeccfes urinarias e
uma grande variedade de infecgBes sistémicas, principalmente em ambientes
hospitalares (PEDROSA et al., 2014). Spencer (1996) classificou P. aeruginosa
como a segunda bactéria patogénica mais frequente na Europa e segundo Kanj et
al. (2012) é o quinto agente patogénico mais frequente a nivel mundial. Esta bactéria
patogénica estd associada a infe¢cdes adquiridas por pacientes hospitalares com
suporte ventilatério ou cateterizados sendo causadora de infe¢cbes do aparelho

respiratorio (responsavel por 30% das pneumonias), urinario (responsavel por 19%
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das infe¢Bes), em casos de queimaduras e em pacientes com fibrose cistica
podendo ser fatal (FOLKESSON et al. 2012; MICEK et al. 2015).

P. aeruginosa nao surge exclusivamente em ambientes hospitalares e em
individuos imunocomprometidos. Avalia-se que seja responsavel por 7% das
pneumonias comunitarias (LISTER, et al. 2009), 90% das endocardites em
toxicodependentes que utilizam drogas por via intravenosa (MENA; GERBA, 2009;
KANJ; SEXTON, 2012) e 70% das otites e foliculites adquiridas pelo contato primario
em balnearios (KERR; SNELLING, 2009; MENA; GERBA, 2009). Isso ocorre devido
sua elevada versatilidade metabdlica que Ihe conferem a capacidade de colonizar e

crescer nos mais variados ambientes (Quadro 1).

Quadro 1: InfeccBes comuns causadas por Pseudomonas aeruginosa e fatores de
riscos das mesmas. Adaptado de Gellatly e Hancock, (2013).

Infeccao Principais fatores de riscos

Tecidos moles Queimaduras, ferimentos néo cicatrizados, pés cirurgia

Trato urinario Uso de cateteres

Bacteremia Imunocomprometimento

Pé diabético Diabetes, circulagcdo microvascular debilitada

Trato respiratorio Idade avancada, doenca pulmonar crénica obstrutiva,
fibrose cistica, ventilacdo mecanica

Otite externa Ferimento do tecido, bloqueio da dgua no canal do
ouvido

Queratites (infeccdo da cérnea) | Uso prolongado de lentes de contato, contaminacéo da
solucéo de lentes de contato

Otite por meio da foliculite Ma manutencéo e limpeza de banheiras

P. aeruginosa tem emergido como uma bactéria clinicamente relevante devido
ao aumento do numero de infec¢Bes produzidas por este micro-organismo e a
propagacdo mundial de cepas com resisténcia a varias classes de antibioticos
(LONG, et al., 2013; CHATTERJEE; OTTO, 2013).

2.2 Terapia e resisténcia bacteriana

Em relagcdo a opgdes terapéuticas utilizadas para o tratamento de infecgdes
causadas por P. aeruginosa incluem os aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina,
netilmicina e amicacina); as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina) e as
polimixinas. Entre os antimicrobianos da classe dos B-lactamicos estédo as penicilinas

(ticarcilina e piperacilina), incluindo suas respectivas associacdes com inibidores de
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B-lactamases (&cido clavulanico e tazobactam); as cefalosporinas de amplo espectro
(ceftazidima, cefepima e cefoperazona); os carbapénens (imipenem, meropenem e
doripenem) e 0 monobactam aztreonam (ZAVASCHI et al., 2010).

Mesmo contendo esse arsenal terapéutico essas bactérias podem
desenvolver uma resisténcia a mdultiplas classes de antibidticos e € habil para
aguisicdo de uma resisténcia adaptavel durante um curso terapéutico, portanto, as
infeccbes causadas por esta bactéria apresentam uma relevante gravidade (JUAN;
OLIVER, 2010). Os mecanismos conhecidos de resisténcia aos antibioticos podem
ser exibidos por esta bactéria (intrinseco, adquirido e adaptativo) (Tabela 1) e as
taxas de resisténcia aumentam gradativamente, apesar do uso de terapias de
combinacéo de drogas (MOORE; FLAWS, 2011).

Tabela 1. Exemplos de mecanismos de resisténcia em Pseudomonas aeruginosa (Gellatly e
Hancock, 2013).

Mecanismo Tipo de Exemplo (s)
resisténcia
“Bombas de efluxo Intrinseca MexAB-OprM, MexCD-OprJ,

MexEF-OprN, Mex Y -Oprhd
(cefalosporinas, carbapenemes,
aminoglicosideos, quinolonas)

Impermeabilidade da Intrinseca OprF, OprD, OprB (carbapensmes,
membrana externa aminoglicosideos, quinolonas)
A-lactamases Intrinseca AmpC (penicilinas)

Mutagdes Adquirida DMNA girase, DINA topoisomerase
direcionadas {quinolonas)

MexZ (quinolonas, cefapimes,

aminoglicosideos)

Transferéncia Adguirida Metalo-B-lactamases, ESBLs

horizontal {penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes)

Alterapdes Adaptativa Modificagdo do lipido A

membranares (aminoglicosideos, polimixinas)

Regulacio positiva AmpC (penicilinas)

A resisténcia intrinseca é codificada no cromossomo do micro-organismo. No
caso da P. aeruginosa, esta resisténcia é devido a baixa permeabilidade da sua
membrana externa, a superexpressao de bombas de efluxo de membrana, e a
presenca de B-lactamase, AmpC (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Resisténcia



35

adquirida pode ser resultante da transferéncia genética ou de mutacdes, incluindo os
genes reguladores, que estabilizam ou melhoram os mecanismos de resisténcia
intrinseca. Elementos do DNA, como plasmideos e transposons, podem ser
transcritos entre as bactérias por conjugacado, transformacdo, ou transducédo e
podem conferir resisténcia a um ou mais antibidticos. Estes elementos também
podem intensificar a resisténcia intrinseca da P. aeruginosa e a resisténcia
adaptavel ocorre quando as condicdes ambientais, tais como: exposicdo a
concentracdes subinibitérias de antibioticos, ou estados de crescimento (formacgéo
de biofilme) promovendo um aumento da resisténcia (BREIDENSTEIN; DE LA
FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011).

Um mecanismo bem complexo que contribui para o fenétipo de resisténcia
observado em amostras de P. aeruginosa séo os sistemas de efluxo que possuem
grande importancia microbiologica por serem codificados por genes cromossomais e
por possuirem uma ampla variedade de substratos, podendo exportar do interior da
célula compostos estruturalmente distintos, promovendo resisténcia a classe néo
relacionadas de antimicrobianos (SHAIKH, 2015).

Em relacdo a resisténcia adquiridos aos [-lactamicos destaca-se trés
principais mecanismos: reducdo da acumulacéo intracelular dessas drogas, pela
perda e/ou expressdo reduzida das proteinas de membrana externa ou
hiperexpressdo do sistema de efluxos; modificacbes nas proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs) sitio-alvo desses agentes; e alteracdo enzimatica dos
antimicrobianos, pela produgéo de B—lactamases (STRATEVA; YORDANOV, 2009)

Além de suas propriedades antibacterianas intrinsecas, produtos naturais e
seus derivados podem alterar o efeito dos antimicrobianos, seja aumentando a
atividade antimicrobiana ou revertendo a resisténcia aos antimicrobianos
convencionais. A utilizacdo destas substancias pode representar um avancgo contra
0s mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos que inativam
antibioticos (CASTRO, 2010).

De acordo com Yim et al. (2011) a combinacao de antimicrobianos com
imipenem pode proporcionar uma opc¢ao de tratamento para infecdbes complicadas
ocasionadas por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL ou AmpC e que, a
combinacdo de antimicrobianos pode reduzir o surgimento de resisténcia e elevar o

espectro de atividade.
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Entdo, o estudo e a descoberta de produtos naturais com principios ativos
que apresentem atividade antimicrobiana intrinseca ou combinada com
antimicrobianos de uso comum podem representar uma nova forma de fazer frente

aos micro-organismos multidroga resistentes (COUTINHO, 2008).

2.3 Produtos naturais

Os produtos naturais de origem vegetal sao utilizados pelo homem desde os
primordios da civilizagcdo. A busca por alivio e cura das doencas por meio da
utilizacdo de folhas e ervas, tenha sido talvez, uma das primeiras formas da
utilizacdo das plantas medicinais. Atualmente caracteriza-se planta medicinal como
toda planta que ao ser administrada ao homem ou animal, indiferentemente da via
ou forma de utilizacdo, exerce acdo terapéutica, ou seja, possuem atividade
biolégica, com um ou mais principios ativos Uteis a saude humana (LOPES;
PANTOJA, 2013).

A crenca popular de que as plantas auxiliavam no tratamento de doengas aos
poucos foi sendo substituida pelo forte apelo ao uso de medicamentos, surgidos na
década de 1930 e 1940. Onde, anteriormente usava-se uma gama de formulacdes
para uma Unica doenca, apés o surgimento dos alopaticos passou a ter um
medicamento para cada patologia, o apreco comercial fez com apesar da grande
diversidade de flora medicinal brasileira, ocorresse uma diminuicdo de incentivos,
utilizacao e descontinuidade do cultivo de plantas com propriedades farmacolégicas
(BRUNING et al., 2012).

Mesmo assim um dos aspectos que atualmente desperta a atencdo dos
pesquisadores é a possibilidade do uso de compostos naturais poderem contribuir
para o desenvolvimento de resisténcia aos agentes antimicrobianos, em especial se
utilizados de modo continuado (HAMMER et al. 2012; APOLONIO et al. 2014).Sendo
assim no Brasil, a Floresta Amazoénica, o Cerrado, a Mata Atlantica, o Pantanal, a
Caatinga e o Manguezal sao alguns dos distintos biomas brasileiros onde crescem
cerca de 60 mil espécies vegetais (COSTA-LOTUFO et al., 2010) e que nos fornece
diversos compostos bioativos podendo ser metabolitos primarios ou metabolitos

secundarios de extrema importancia cientifica, social, econdémica, cultural e
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ambiental para a populacdo e, principalmente para os pesquisadores brasileiros
(COSTA-LOTUFO et al., 2010).

O metabolismo das plantas depende fundamentalmente da sua fisiologia,
podendo ser didaticamente dividido em primario e secundario. Atualmente, sabe-se
que o metabolismo primério € considerado essencial a todas espécies de plantas,
pois é responsavel pelo desenvolvimento e também manutencdo celular. Estando
ligados nestes processos, carboidratos, lipideos, clorofila, proteinas e &acidos
nucléicos. Enquanto que o metabolismo secundario oferece vantagens a certas
espécies, como forma de defesa as influéncias externas que a planta sofre em
decorréncia de ataques de insetos e polinizadores, além da defesa entre competicao
planta-planta, processos adaptativos perante o estresse hidrico e a deficiéncia de
nutrientes (SIMOES et al., 2007).

A origem de todos os metabdlitos secundarios ocorre a partir do metabolismo
da glicose e visam primariamente a obtencdo de nutrientes para a necessidade da
célula, como energia, poder redutor e biossintese de compostos essenciais a
sobrevivéncia como lipideos, proteinas, dentre outras. Tendo duas vias
intermediarias principais, o acido chiquimico e o acetato (GLOBBO-NETO; LOPES,
2007) (Figura 3).

Alguns metabdlitos secundarios sdo derivados ndo apenas de uma via
intermediaria, mas sim sdo resultantes da combinacdo de uma unidade de acido
chiguimico e uma ou mais unidades de acetato ou ainda de derivados deste, como
acontece no caso das antraquinonas, flavonoides e ainda dos taninos condensados
(SIMOES et al., 2007)
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Figura 3: Rotas metabdlicas e formacao dos compostos do metabolismo secundario.
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2.4 Oleos essenciais

Dentre os metabdlitos secundarios presente nas plantas com propriedades
farmacoldgicas (SILVEIRA et al., 2012) destaca-se 0s 0leos essenciais que sao
quimicamente constituidos por uma variedade de classes quimicas os terpendides e
fenilproponaides formando os principais constituintes dos 6leos, além disso poucos
constituintes aroméaticos e alifaticos também compdem esses metabdlitos
secundarios e 0s monoterpenos, sesquiterpenos e oxigenados formando o maior
grupo de entidades quimicas presentes nos 0leos essenciais (RAUT; KARUPPAYIL,
2014) o seu método de extracao varia, de acordo com a composi¢cao, a esséncia e a
parte em que serdo extraidos os 0Oleos. Buscando-se nos frutos, flores, cascas,
raizes ou ainda na planta inteira, empregando métodos como a hidrodestilacéo,
destilacdo a vapor, CO, supercritico, solventes organicos e enfloracdo. A obtencao
deste valioso liquido, com iniUmeras propriedades, que vém sendo cada vez mais
procurado pelas industrias (BUSATO et al., 2014).

Em relacdo ao seu uso medicinal documenta-se com atividades anti-

inflamatoria, antisséptica, antioxidante (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013) acdo
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carminativa, antiespasmadica, estimulante sobre secre¢bes do aparelho digestivo
cardiovascular, irritante tépica ou revulsiva, secretolitica, sobre o sistema nervoso
central (SNC), analgésica local, inseticida, antisséptica (inibindo crescimento de
bactérias e fungos) (SARTO; ZANUSSO JUNIOR, 2014).

Os dleos esséncias tem sua atividade antibacteriana explicada pela possivel
aptidao de inibir o crescimento bacteriano através de mecanismos relacionados a
danos tanto estruturais como funcionais a membrana citoplasmatica das bactérias
(Figura 4) (BURT, 2004).

Esses metabdlitos secundarios sdo geralmente lipofilicos, desta maneira,
acabam acumulando-se na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica, gerando
um aumento de permeabilidade ou ainda ter efeitos sinérgicos aos antibidticos
(MOUSSAOUI; ALAOUI, 2016). Esta permeabilidade € dependente da composicéo e
hidrofobicidade dos solutos que a permeiam, fazendo com que a resisténcia das
bactérias frente aos 6leos essenciais possivelmente esteja relacionada a habilidade
de particdo dos componentes do préprio 6leo na fase lipidica da membrana
(SEMENIUC et al., 2017).

Figura 4: Possivel mecanismo de ag&o dos 0leos essenciais frente a bactérias.
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E importante destacar que, devido a variedade de componentes nos 0leos
essenciais, torna-se dificil atribuir o efeito antibacteriano a um deles, o que reforca a
busca de estudos sobre os compostos majoritarios dos 0leos. Relata-se entdo que
os fendis que compdem esses Oleos sdo compostos organicos caracterizados pela
presenca de uma hidroxila (OH) ligada a um anel aromatico e 0os mais numerosos
sdo os monofenois, destacando-se o timol. (BAKKALI, et al., 2008).

Esses compostos normalmente apresentam atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, como também possuem atividade contra biofilmes,
mecanismo de viruléncia produzido por micro-organismos patogénicos resistentes a
antibiéticos, como por exemplo P. aeruginosa (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Tais
substancias podem alterar o efeito de farmacos antimicrobianos convencionais, seja
aumentando ou diminuindo sua atividade. E a utilizacdo dessas substancias pode
representar um avanco contra os mecanismos de resisténcia que inativam farmacos
antimicrobianos (MIRON et al., 2014).

Na pesquisa varios trabalhos ja direcionam seu foco para a avaliacdo da
atividade antibacteriana de produtos de origem natural isoladamente e em
associacao a farmacos ja utilizados contra cepas de P. aeruginosa e Staphylococcus
aureus. Um horizonte de novos estudos e possibilidades promissoras na descoberta
de novos tratamentos (SILVA, et al., 2015).

Com o aparecimento dos avancos tecnologicos € possivel utilizar as
substancias ativas, isoladas das plantas como modelo para sintese de novos
farmacos, e para a realizacdo de modificacdes estruturais visando a otimizacdo de
suas propriedades e a descoberta de sua utilidade para o tratamento de infec¢des
acometidas por bactérias (BRAZ FILHO, 2010).

2.4.1 Isoeugenol

Os difendis sao pouco frequentes, mas dentre eles destaca-se o eugenol (4-
alil-1-hidroxi-2-metoxibenzeno) (BAKKALI, et al., 2008; CUNHA, et al., 2012). O
Isoeugenol (2-metoxi-4-propenil-fenol) o isdmero do eugenol é encontrado em varias
especiarias e € usado como agente de armazenamento e aromatizagao,

apresentando-se algumas atividades biologicas relatadas como analgésica, anti-
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inflamatodria, uma alta atividade antioxidante e antibacteriana (Figura 5) (ZHANG, et
al., 2017).

Figura 5: Estrutura do isoeugenol e eugenol.
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Zhang et al. (2017) fez um estudo comparativo entre o eugenol e o isoeugenol
e demostrou algumas atividades biolégicas dos mesmos frente estirpes de bactérias
Gram-positivas e negativas. Dentre os testes realizados destacam-se a avaliacao da
atividade antibacteriana contra patdégenos de origem alimentar, por meio de
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracdo bactericida
minima (CBM) e avaliacdo da zona de inibicdo (AZl), atividade antioxidante
mediante a realizacdo dos ensaios de captura de radicais, como o DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) e o ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)].

Em um estudo feito por Miyamoto e colaboradores foi visto que o constituinte
isoeugenol apresentou uma excelente atividade antibacteriana frente a cepas
clinicas de Helicobacter pylori e supreendentemente foi observado essa mesma
atividade sobre cepas resistentes a claritromicina e ao antifingico metronidazol
(MIYAMOTO; OKIMOTO; KUWAN, 2014).

O primeiro estudo que avaliou a atividade antibacteriana do isoegeunol
inibindo a formacdo de biofilmes produzidos por S.aureus, L. monocytogenes, e
Pseudomonas fluorescens foi realizado por (NIELSEN et al., 2017). Neste estudo
foram revestidas com isoeugenol via adsorcao fisica as superficies de aco inoxidavel
e polietileno, e apods a realiza¢des dos testes foi observado que ndo houve deteccao
de bactérias vivas de P. fluorescens, S. aureus, e L. monocytogenes sobre as
superficies, mesmo apos 24 h de incubacdo em meios nutrientes para permitir o
crescimento bacteriano. Ja em um estudo relacionado ao seu mecanismo de acao,

Hyldgaard et al., (2015) mostra que tanto frente a bactérias Gram-negativa, como
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Escherichia coli, e Gram-postiva, como Listeria innocua, em diferentes
concentragbes o0 isouegenol teve seu efeito bactericida e bacteriostético,
respectivamente.

No estudo de toxicidade destaca-se, na toxicidade aguda, a DL50 do
isoeugenol que foi de 1.560 mg/kg de peso corporal, quando administrado em ratos
por via oral (TAYLOR; JENNER; JONES, 1964). O consumo de 500 mg/kg de peso
corporal na dieta de ratos machos e fémeas, durante 16 semanas, hdo ocasionou
mudancas no peso corporal, consumo de alimentos, avaliagdo hematoldgica ou peso
dos 6rgaos (HAGAN et al., 1967).

Estudos de carcinogenicidade do isoeugenol foi realizado pelo Programa
Nacional de Toxicologia (2010) dos Estados Unidos com ratos machos e
camundongos de ambos o0s sexos. Foram administrando doses de isoeugenol a 75,
42 150 ou 300 mg/kg de peso corporal, presentes no 6leo de milho por gavagem
durante 2 anos, observou-se em ratos machos atividade raras ocorréncias de
aumento da incidéncia de timoma e carcinoma de glandula mamaria, em ratos
femeas, ndo houve evidéncia de atividade cancerigena do isoeugenol.

No ensaio de micronucleo, realizado em camundongos machos administrando
isoeugenol (37,5 a 600 mg/kg), por gavagem durante trés meses, nas amostras de
sangue periférico, ndo houve aumento da incidéncia de eritr6citos policromaticos
micronucleados e eritr6citos normocromaticos micronucleados, indicando auséncia
de toxicidade relacionada a exposi¢cdo a medula 6ssea (NTP, 2010).

O isoeugenol é uma molécula de valor comercial e devido a sua baixa
toxicidade abordada na literatura e ao perfil ativo de varias propriedades
farmacoldgicas, permite vislumbrar a analise potencial ao desenvolvimento de novos
medicamentos com possivel propriedade antimicrobiana.

Considerando a importancia clinica e epidemiolégica dispensada as infeccoes
bacterianas por P. aeruginosa, assim como as dificuldades no seu tratamento e o
aumento da resisténcia aos antimicrobianos, as investigacdes do presente estudo se
mostram relevantes e torna-se necessario o estudo de novos farmacos naturais e/ou

sintéticos com propriedade antibacteriana.
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3 Objetivos

3.1 Geral

» Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do fitoconstituinte isoeugenol frente
a dez cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa

3.2 Especificos

» Determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do fitoconstituinte
isoeugenol sobre duas cepas ATCC (American Type Culture Collection) e

isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa;

» Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do fitoconstituinte
isoeugenol sobre duas cepas ATCC (American Type Culture Collection) e

isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa;

» Avaliar a interferéncia do isoeugenol sobre a resisténcia aos antibibticos
convencionais, gentamicina e meropeném, pelas cepas de Pseudomonas

aeruginosa através do método de checkerboard;
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CAaterial e mélodos

4 Material e métodos

4.1 Local de trabalho

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antibacteriana
foram realizados no Laboratério de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e
Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba. O trabalho em estudo foi aprovado pelo Comité da
Bioética de acordo com Resolucdo n® 466/12, sob o parecer de numero 2.741.747
(Anexo A). Periodo: junho — novembro de 2018, pelo Comité de Etica do CCS.

4.2 Cepas bacterianas

Foram utilizadas 12 cepas de Pseudomonas aeruginosa para realizacdo dos
ensaios, sendo estas 2 cepas padrao (ATCC) e 10 cepas de origem clinica isoladas
de diversos tipos de infec¢des codificadas como L.M: L.M-136, L.M-163, L.M-230,

L.M-286, L.M-297, L.M-356, L.M-359, L.M-362, L.M-375 e L.M-410 (Quadro 2).

Quadro 2: Cepas de Pseudomonas aeruginosa e respectivos sitios anatdémicos.

Micro-organismo Origem das cepas

ATCC-9027

ATCC-27853
LM-136 Cultura Geral
LM-163 Secregéo da Gastrostomia
LM-230 Secregédo de Ouvido Esquerdo
LM-286 Secrecgédo Nasal Direita
LM-297 Urocultura
LM-356 Urocultura
LM-359 Secrecgédo da Gastrostomia




47

LM-362 Secrec¢ao Traqueal
LM-375 Cultura Geral
LM-410 Lesdo do Pé Direito

FONTE: Autor, 2018.

Todas as linhagens bacterianas clinicas foram cedidas pela farmacéutica-
bioquimica Darci de Magalhdes Melo, obtidas através de linhagens clinicas do
Laboratorio de Patologia Clinica HEMATO, localizado em Jodo Pessoa — PB. A cepa
ATCC pertence a colegdo da MICOTECA do Laboratério de Pesquisa de Atividade
Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da Universidade Federal da Paraiba. Dentre as linhagens que apresentaram
a porcentagem estabelecida através da CIM, foram escolhidas as cepas ATCC-9027
e L.M-297 para realizag&o do ensaio de associacgao.

As cepas foram mantidas no Laboratério de Pesquisa de Atividade
Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos,
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (DCF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a temperatura de
4 °C, em meio Agar Nutriente (AN) (DIFCO Laboratories/USA/France).

Para utilizacdo nos ensaios, estas culturas foram descongeladas e reativadas
através de repique em caldo Infusdo Cérebro e Coracao (Brain Heart Infusion — BHI)
(DIFCO Laboratories/lUSA/France) durante 24 horas a 35 + 2 °C. Os meios de

cultura foram preparados conforme as instrucdes dos fabricantes.
4.3 Inéculo

Para preparagdo do inoculo, coldnias obtidas de culturas recentes de
P.aeruginosa mantidas em caldo BHI foram suspensas em solucéo estéril de cloreto
de sodio (NaCl) 0,85%, e ajustadas de acordo com o padréao 0,5 de McFarland, que
corresponde & aproximadamente 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Colénias/mL
(UFC/mL) (CLEELAND; SQUIRES, 1991; NCCLS, 2000; HADACEK; GREEGER,
2000; NCCLS, 2002; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et al., 2014).

4.4 Meios de cultura
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Os meios de cultura utilizados foram: Agar Nutriente (DIFCO
Laboratories/lUSA/France), Infusdo Cérebro e Coracao (Brain Heart Infusion — BHI)
(DIFCO Laboratories®/EUA/Franca), caldo Mueller-Hinton (Mueller-Hinton Broth -
Oxoid®/Reino Unido), agar Mueller-Hinton (Oxoid®/Reino Unido), os quais foram

preparados conforme as descri¢cdes dos fabricantes.

4.5 Fitoconstituinte

O fitoconstituinte utilizado neste trabalho foi o fenilpropandide isoeugenol
(C10H1202) (Sigma-Aldrich®). Para utlizacdo nos ensaios, este composto foi
solubilizado em dimetil-sulfoxido (DMSQO) numa propor¢cao de até 10%, tween 80 a
0,02% e agua destilada em quantidade suficiente para completar 3mL de emulsdo
em concentragdo 1024ug/mL (CEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al.,
2000). Os antibacterianos padrdes utilizados nos ensaios como controle foram

gentamicina e meropeném (Sigma-Aldrich®).

4.6 Avaliagéo da atividade antibacteriana

4.6.1 Determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima do isoeugenol, da gentamicina e do
meropeném foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo, em duplicata,
por meio de placas de 96 pocos com fundo em forma de “U” (ALAMAR®) estéreis,
conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012). Inicialmente, foram distribuidos 100 yL de caldo Mueller-Hinton em cada
orificio da placa. Em seguida, 100 yL da emulsdo duplamente concentrada do
fitoconstituinte foram diluidos em série no meio de cultura, de modo que foram
obtidas concentragfes de 1024 ug/mL até 2 ug/mL de isoeugenol, onde na primeira
linha de cada coluna da placa se encontra a maior concentracdo do composto, e na
tltima linha a menor. Por fim, foram adicionados 10 yL dos indculos das suspensodes
bacterianas nas cavidades, de maneira que cada duas colunas da placa sejam
correspondentes a uma cepa de Pseudomonas aeruginosa. Paralelamente, foram

realizados controles com gentamicina e meropeném (1024 ug/mL até 2 ug/mL).
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Além disso, também foram realizados controles de esterilidade do meio de cultura e
do diluente (caldo BHI + DMSO) e de viabilidade das cepas ensaiadas (caldo BHI +
inéculo).

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e as placas foram fechadas e
incubadas a 35°C + 2°C durante 24h. O crescimento bacteriano foi indicado pela
adicdo de 20 pyL de solugdo de resazurina sodica em agua destilada (Sigma-
Aldrich®) a 0,01%. Apos incubacéo a temperatura ambiente durante 1h, foi realizada
a leitura. Bactérias viaveis reduziu o corante, mudando sua coloracdo do azul para
rosa. A CIM foi determinada como a menor concentragédo da substancia que inibiu a
mudanca de coloracdo da resazurina (SOUSA et al., 2010).

Os resultados foram expressos pela média aritmética das CIMs obtidas
nos dois ensaios. A avaliacdo dos resultados obtidos seréa feita conforme analise de
SARTORATTO et al., 2004 (Quadro 3), que propds uma classificacdo do pontecial
antimicrobiano para produtos vegetais com base nos resultados da CIM,
considerando como forte poder antimicrobiano os produtos com CIM até 500 pg/mL,
moderado poder antimicrobiano aqueles com CIM entre 600 e 1500 pg/mL e de

fraco poder antimicrobiano os produtos com CIM acima de 1600 ug/mL.

Quadro 3: Classificacdo da CIM.

Concentragéo Classificacéo da
Atividade

< 500 pg/mL Forte/Otima
600-1500 pg/mL Moderada
<1500 pg/ mL Fraca ou Produto Inativo

FONTE: Autor, 2018.

4.6.2 Determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM)

Apos a leitura da CIM, foram retiradas aliquotas de 10uL dos
sobrenadantes das cavidades a partir de onde nédo houver crescimento bacteriano
visivel até trés diluicbes subsequentes (CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8) e semeadas
na superficie do meio BHI. A leitura do resultado foi realizada apdés 48h de
incubagdo a 35 + 2°C. A CBM foi considerada como a menor concentracdo do
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fitoconstituinte capaz de matar 99% do inoculo (crescimento inferior a 3 coldnias
bacterianas). Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado foi expresso
pela média aritmética das CBMs obtidas (NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008;
HAFIDH et al., 2011).

4.7. Ensaio de associacdo através do método checkerboard

O Método de Checkerboard é um teste de microdiluicdo que avalia a
CIM de drogas sozinhas e combinadas. A partir do indice da concentragéo inibitoria
fracionada (ICIF), séo realizados os calculos para avaliar se a associacdo resultou
em sinergismo, antagonismo ou indiferenca.

Para realizagdo deste ensaio, 100uL de caldo BHI foram adicionados
nos poc¢os de microplacas estéreis contendo 96 cavidades, com fundo em forma de
“‘U” (Alamar®). Em seguida, 50 yL de diferentes concentracbes (CIM+16, CIM=8,
CiM+4, CIM+2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8) do fitoconstituinte isoeugenol e dos
antibacterianos-padrdes foi adicionados no sentido vertical (antibacterianos-padrdes)
e horizontal (fitoconstituinte) da microplaca. Por fim, foi adicionado 10 pL da
suspensao bacteriana. O ensaio foi realizado em duplicata, e as microplacas foram
incubadas a 35 + 2°C durante 24-48 horas (ELIOPOULOS; MOELLERING, 1991,
DUTTA et al., 2004).

O ICIF foi calculado através da soma das concentracdes inibitorias
fracionadas (CIFs): CIFa + CIFg, em que A representa o fitoconstituinte e B o
antibacteriano-padrdo. O CIFa, por sua vez, é calculado através da relacdo CIMa
combinado/CIM, isolado, enquanto que o CIFg = CIMg combinado/CIMg isolado
(ODDS, 2003). Este indice é interpretado da seguinte forma: Sinergismo (ICIF < 0,5),
Antagonismo (ICIF > 4,0), Indiferenca (0,5 < ICIF < 4) (ODDS, 2003; SHIN, 2003).

4.8 Analise estatistica
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A analise dos resultados obtidos nos ensaios de CIM, CBM e estudo de
associacdo foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m) e
analisados empregando-se o teste t de Student ndo pareado, para andlise de duas
colunas. Os resultados foram considerados significativos apenas quando p < 0,05 e
para anéalise dos dados referentes aos resultados foi utilizado o software GraphPad
Prism (versao 7.0 para Windows, San Diego, CA - EUA).
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(Resullados ¢ discussio

5. Resultados e discussao

5.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima
(CBM)

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliacao da atividade antibacteriana do
fitoconstituinte isoeugenol contra cepas clinicas de P. aeruginosa, juntamente aos
controles dos micro-organismo e esterilidade estdo expressos na tabela 2.

Como pode ser observado, o isoeugenol foi capaz de inibir o crescimento das
12 cepas clinicas de P. aeruginosa testadas, obtendo uma CIM estabelecida em 64
Mg/mL e uma CBM de 128 ug/mL (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragéo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) do isoeugenol
frente as cepas ATCC e clinicas de P.aeruginosa.

Isoeugenol Controles
Micro-organismo  CIM/CBM(ug/mL) Micro-organismo Esterilidade
ATCC-9027 64 128 + -
ATCC-27853 64 128 + -
LM-136 64 128 + -
LM-163 64 128 + -
LM-230 64 128 + -
LM-286 64 128 + -
LM-297 64 128 + -
LM-356 64 128 + -
LM-359 64 128 + -
LM-362 64 128 + -
LM-375 64 128 + -
LM-410 64 128 + -
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+: presenca de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de crescimento de micro-organismo
FONTE: Autor, 2018.

7

O isoeugenol pertence ao grupo dos fenilpropanoides e € naturalmente
encontrado na Myristica fragrans (noz-moscada), Cinnamomum verum (canela) e
Allium sativum (dente de alho) responséavel pela aromatizagdo dessas especiarias.
Curiosamente, o proprio demonstrou uma atividade antibacteriana comparavel até
superior a sua isoforma altamente antimicrobiana o eugenol (HYLDGAARD, et al.,
2015). E relatado na literatura que a uma maior resisténcia das bactérias Gram-
negativas a acado desses fitoconstituente em decorréncia da complexa dupla
membrana apresentada por estes micro-organismos em estudo a qual limita a
difusdo de compostos hidrofébicos, através de sua cobertura lipopolissacaridica
(BURT, 2004; HOLLEY; PATEL, 2005).

No estudo realizado por Caldas (2011) foi visto uma atividade antimicrobiana
do eugenol frente a cepas ATCC de P. aeruginosa com uma CIM de 256 ug/mL que
comparado com o presente estudo, a sua isoforma isoeugenol apresentou uma forte
atividade com uma CIM de 64 uyg/mL o que corrobora também com Hyldgaard e
colaboradores dessa isoforma ser superior ao eugenol quando a atividade em
questao é antimicrobiana.

Uma substancia quando possui atividade antibacteriana, tem-se a natureza de
acao bacteriostatica ou bactericida, que pode ser obtida através do célculo entre
CBM/CIM. O efeito bactericida é considerado quando a razao entre CBM/CIM for < 4
e bacteriostatico quando esta for > 4 (SIDDIQUI et al., 2013). No presente estudo, foi
possivel determinar a sua CBM, pois todas as cepas foram sensiveis as
concentracfes estabelecidas no ensaio para a determinacdo e, no entanto, a
natureza do isoeugenol pode ser caracterizada como sendo bactericida, o que traz
assim uma relacdo bem parecida com o estudo de Hyldgaard et al., 2015 feito com
bactérias Gram-negativas.

Silva e colaboradores (2015) mostram que Oleo essencial de Ocimum
basilicum (Lamiaceae) que tem na sua constituicdo a presenca do eugenol uma
CBM > 1024 ug/mL frente a cepas clinicas de P. aeruginosa e isso corrobora para o
estudo em questdo que sua isoforma apresenta uma atividade bactericida melhor
guando comparada a essa mesma atividade para com o eugenol.

Com relacdo a determinacdo da concentracdo inibitoria minima de

antimicrobianos padrbées, sendo estes, gentamicina e meropeném. A gentamicina
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nao apresentou resultados satisfatérios com uma CIM de 1024 yg/mL e uma CBM >
1024 pg/mL para todas as cepas de P. aeruginosa, enquanto que o meropeném
trouxe um resultado bastante satisfatério com uma CIM e CBM de 32 ug/mL. Todas
as bactérias foram capazes de crescer em caldo BHI sem adi¢cédo do fitoconstituinte,
0 que caracteriza a sua viabilidade. Da mesma forma um controle de esterilidade foi
realizado para certificar que o caldo BHI utilizado nos ensaios nao estivesse

contaminado (Tabela 3 e tabela 4).

Tabela 3: Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)
da gentamicina frente as cepas ATCC e clinicas de P. aeruginosa.

Gentamicina Controles
Micro-organismo CIM/CBM(pg/mL) Micro-organismo Esterilidade
ATCC-9027 1024 >1024 + -
ATCC-27853 1024 >1024 + -
LM-136 1024 >1024 + -
LM-163 1024 >1024 + -
LM-230 1024 >1024 + -
LM-286 1024 >1024 + -
LM-297 1024 >1024 + -
LM-356 1024 >1024 + -
LM-359 1024 >1024 + -
LM-362 1024 >1024 + -
LM-375 1024 >1024 + -
LM-410 1024 >1024 + -

+: presenca de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de crescimento de micro-organismo
FONTE: Autor,2018.

Tabela 4: Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)
do meropeném frente as cepas ATCC e clinicas de P. aeruginosa.

Meropeném Controles
Micro-organismo  CIM/CBM(ug/mL) Micro-organismo Esterilidade
ATCC-9027 32 32 + -
ATCC-27853 32 32 + -
LM-136 32 32 + -
LM-163 32 32 + -
LM-230 32 32 + -
LM-286 32 32 + -
LM-297 32 32 + -
LM-356 32 32 + -
LM-359 32 32 + -
LM-362 32 32 + -
LM-375 32 32 + -
LM-410 32 32 + -

+: presenca de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de crescimento de micro-organismo
FONTE: Autor,2018.
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Até a década de 1960, dentre os antimicrobianos existentes, a P. aeruginosa
s6 se mostrava sensivel a acdo das polimixinas, sendo reconhecida por sua
resisténcia natural as diferentes classes de antimicrobianos disponiveis.
Posteriormente, com a descoberta de novas substancias antimicrobianas,
verificou-se a sensibilidade desta bactéria a alguns aminoglicosideos (gentamicina,
amicacina, tobramicina e metilmicina), as carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, a
algumas cefalosporinas de terceira geracdo sobretudo a ceftazidima, as
cefalosporinas de quarta geracdo, aos carbapenéns, ao aztreonam e as
fluoroquinolonas, especialmente o ciprofloxacino (HANCOCK, 1998).

Em um estudo realizado por Sader e colaboradores (2002) foi observado que
frente a cepas clinicas de P. aeruginosa a inibicdo do crescimento das cepas
bacterianas ao aminoglicosideo em estudo foi inferior a 50%, o0 que corroboram com
o estudo em questdo, visto que frente ao aminoglicosideo, gentamicina, a
concentracao inibitéria do crescimento das cepas foi moderada obtendo um valor de
CIM de apenas 1024 ug/mL.

Diferentemente, pOode-se observar que no estudo com a utilizagdo de um
carbapeném, meropeném, a CIM frente as cepas clinicas de P. aeruginosa foi de 32
pMg/mL, considerado entdo uma Otima atividade de acordo com a classificacdo de
SARTORATTO et al., 20004 (Quadro 2).

Essa confirmagdo pode ser vista no estudo realizado por SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program entre os anos 1997 e 2000, que determinou a
frequéncia da ocorréncia de infeccao urinaria e a sensibilidade aos antimicrobianos
desses uropatdégenos coletados na América Latina, sendo a P. aeruginosa o terceiro
patbgeno mais prevalente e o meropeném em estudo foi o0 composto mais ativo com
uma CIM 2 ug/mL (SADER; GALES; JONES, 2003).

No estudo de Figueiredo e colaboradores (2007) a concentracdo inibitoria
frente as cepas clinicas de P. aeruginosas para com a gentamicina foi também
inferior a 50%, o que mostra que o estudo também indica essa atividade moderada
da gentamicina sobre essas cepas que possuem uma maior facilidade em
desenvolver resisténcia aos antimicrobianos e confirma juntamente com o estudo a
forte atividade do meropeném frente a essas cepas bacterianas.

Com esses resultados é visto que a gentamicina apresentou uma atividade

bacteriostatica frente as cepas clinicas de P. aeruginosa, enquanto que, O
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7

meropeném realmente como é relatado na literatura tem uma excelente atividade
sobre essas bactérias apresentando sua atividade bactericida principalmente
guando essas cepas se encontram resistentes aos antimicrobianos da classe dos

aminoglicosideos e fluoroquinolonas (ZAVASCHI et al., 2010).

5.3 Ensaio de associacao do fitoconstituinte isoeugenol com antibacterianos-padroes
através do método checkerboard

E relatado que vérios estudos investigaram a associacdo de um antibi6tico
convencional com constituintes do OE com o intuito de determinar possiveis
interagbes sinérgicas. Por exemplo, a combinagdo da vancomicina (antibiotico
glicopéptidico) e antibidticos B-lactamicos com o eugenol resultaram num aumento
da atividade por um fator de 5-1000 em relacdo aos seus valores das CIM
individuais. Este efeito sinérgico pode ser explicado pelo fato do eugenol ser capaz
de danificar a membrana de bactérias Gram-negativas, visto que uma concentracao
de 1 uM deteriora cerca de 50% da membrana permitindo um aumento da
penetracdo de vancomicina e antibidticos B-lactamicos e, por conseguinte, maior
efeito antimicrobiano (BATISTA, 2016).

A identificacdo de produtos naturais com atividade antibacteriana intrinseca
ou a combinag&o com antimicrobianos de uso convencional podem representar uma
promissora alternativa de tratamento, potencializa-los ou até mesmo trazer
beneficios como a diminuicdo de reacbes adversa, diminuir a dose do farmaco e
aumentar o espectro de acdo (COUTINHO, 2008).

Juntamente com o ensaio de associagdo, foi feita a determinagéo da CIM
onde permaneceu de 64 pg/mL para o isoeugenol, 1024 ug/mL para gentamicina e
32 ug/mL para o meropeném. Estes resultados reforcam a atividade antibacteriana
do isoeugenol demonstrada nos ensaios anteriores, visto que nao ocorreu qualquer
mudanca significativa nos valores de CIM ao ser realizado este novo ensaio.

Os resultados das combinac¢des entre o isoeugenol e a gentamicina contra
cepas de P. aeruginosa ATCC-9027 e L.M 297 estdo mostrados na Tabela 5 e 6,
demonstrando assim que tanto a cepa ATCC, quanto a cepa L.M néo cresceram em
ambientes de concentracédo superior a CIM isolada de qualquer substancia. Ja com

relacdo a concentracao inferior a CIM isolada houve crescimento na cepa ATCC em
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CIM/16 para o isoeugenol e CIM/2 para a gentamicina, na cepa L.M tivemos o
crescimento na concentragao inferior a CIM isolada em CIM/8 para o isoeugenol e
CIM/2 gentamicina.

Em seguida, o calculo da Concentracdo Inibitéria Fracionada (CIF) da
associacdo, a combinacdo do isoeugenol e gentamicina e do isoeugenol ao
meropeném foi caracterizado de acordo com ODDS, 2003 (Quadro 4 e 5).

Tabela 5: Efeito da associagdo do isoeugenol mais a gentamicina em diferentes
concentracdes sobre cepas ATCC-9027 de P. aeruginosa

P. aeruginosa - ATCC-9027

CIM Gentamicina
(Horizontal)
X 1 2 3 4 5 6 7 8
CIM Isoeugenol | civxg) (CIMx4) (CIMx2) (CIM) (CIM/2) (CIM/4) (CIM/8) (CIM/16)
(Vertical)
A (CIMx8) - - S -
B (CIMx4) - - e -
C (CIMx2) : : - :
D (CIM) : : - :
E (CIM/2) : : S
F (CIM/4) - - S +
G (CIM/8) - - S e
H (CIM/16) — — S +

CIM: concentragdo inibitéria minima; +: presenga de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de
crescimento de micro-organismo. FONTE: Autor, 2018

Tabela 6: Efeito da associagdo do isoeugenol mais a gentamicina em diferentes
concentracdes sobre L.M 297 de P. aeruginosa.
P. aeruginosa — L.M 297

CIM Gentamicina
(Horizontal)

X 1 2 3 4 5 6 7 8
CIM Isoeugenol | (civxg) (CIMx4) (CIMx2) (CIM) (CIM/2) (CIM/4) (CIM/8) (CIM/16)
(Vertical)

A (CIMx8) - . - - - - -
B (CIMx4) - - - - - - - -
C (CIMx2) - - - - - - - -

D (CIM) - - - - - - - -
E (CIM/2) - . - - - + +
F (CIM/4) - - - - : + +
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G (CIM/8) : . . i i . .
H (CIM/16) - - - - - - * *

CIM: concentracdo inibitéria minima; +: presenca de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de
crescimento de micro-organismo. FONTE: Autor, 2018

Quadro 4: Determinacdo do ICIF da associagdo entre isoeugenol e gentamicina
contra cepas de P. aeruginosa.

CIFa ClFg
Isoeugenol Gentamicina ICIF Tipo de Interacéo
P. aeruginosa 0,1 0,2 0,3 Sinergismo
(ATCC-9027)
P. aeruginosa 0,3 0,1 0,4 Sinergismo
(L.M 297)

CIF, Concentracéo Inibitoria Fracionada; ICIF, indice de Concentraco Inibitoria Fracionada

Nos resultados de combina¢@es do isoeugenol e meropénem contra cepas de
P. aeruginosa ATCC-9027 e L.M 297 que podem ser visualizados na Tabela 7 e 8
podemos observar que na cepa ATCC nao houve crescimento em ambientes de
concentracdo superior a CIM isolada de qualquer substancia, enquanto que na cepa
LM podemos ver esse crescimento acima da CIM isolada em CIMx2 para o
meropénem. Porém na cepa ATCC houve crescimento na concentracdo inferior a
CIM isolada em CIM/4 para o isoeugenol e CIM/2 para o0 meropénem, jA com a cepa

LM esse crescimento para o isoeugenol foi observado apenas na CIM/16.

Tabela 7: Efeito da associacdo do isoeugenol mais o meropeném em diferentes
concentracdes sobre cepas ATCC-9027 de P. aeruginosa
P. aeruginosa - ATCC-9027

CIM Meropeném
(Horizontal)
X 1 2 3 4 5 6 7 8
CIM Isoeugenol | (cimx8) (CIMx4) (CIMx2) (CIM) (CIM/2) (CIM/4) (CIM/8) (CIM/16)
(Vertical)
A (CIMx8) : : S : : :
B (CIMx4) : : - - : : :
C (CIMx2) - - - - - -
D (CIM) : : - - : : :
E (CIM/2) - - S
F (CIM/4) : : - . o+ +
G (CIM/8) : : S T




H (CIM/16)

+ +

+
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CIM: concentracéo inibitéria minima; +: presenca de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de

crescimento de micro-organismo. FONTE: Autor, 2018

Tabela 8: Efeito da associacdo do isoeugenol mais o meropeném em diferentes

concentracdes sobre L.M 297 de P. aeruginosa.

P. aeruginosa — L.M 297

CIM Meropeném
(Horizontal)

X 1 2 3

(Vertical)
A (CIMx8) - - -
B (CIMx4) - - -
C (CIMx2) - - -

D (CIM) - - -
E (CIM/2) - - -
F (CIM/4) - - -
G (CIM/8) - - -
H (CIM/16) - - -

4

5

6 7
CIM Isoeugenol | (cimx8) (CIMx4) (CIMx2) (CIM) (CIM/2) (CIM/4) (CIM/8) (CIM/16)

8

+

+

CIM: concentragdo inibitéria minima; +: presenga de crescimento do micro-organismo; -: auséncia de

crescimento de micro-organismo. FONTE: Autor, 2018.

Quadro 5: Determinacédo do ICIF da associacao entre isoeugenol e meropeném contra

cepas de P. aeruginosa.

ClIFa ClIFg
Cepas Isoeugenol Meropeném
P. aeruginosa 0,5 1
(ATCC-9027)
P. aeruginosa 0,1 4
(L.M 297)

ICIF

15

4,1

Tipo de Interacéo

Indiferente

Antagonismo

CIF, Concentracéo Inibitoria Fracionada; ICIF, indice de Concentrag&o Inibitoria Fracionada

Morais e colaboradores (2015) realizaram um estudo com o objetivo de

avaliar a associagcdo entre a gentamicina e o0 extrato etandlico da samambaia

Lygodium venustum utilizando o método de checkerboard verificou que quando

testado sozinho, 0 extrato ndo mostrou qualquer

atividade antibacteriana

clinicamente relevante, no entanto, quando o extrato foi associado com gentamicina,

houve um efeito aditivo ICIF= 0,5 para estirpes de bactérias Gram negativas e

positivas. Esse resultado demonstra que L. Venustum pode ser uma fonte de
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metabdlitos que podem ser usados na terapia contra micro-organismos patogénicos
com multirresisténcia a antibidticos em associacdo com antibiéticos, como
gentamicina.

Outros autores sugeriram que o0 eugenol, que tem como sua isoforma o
isoeugenol, € potencialmente sinérgico com antibidticos contra bactérias Gram-
negativas (Liu et al. 2015), o que também ja corrobora com o estudo em questédo por
obter um sinergismo para com a gentamicina mas em contrapartida um antagonismo
para 0 meropénem e isso nos leva a observar o estudo de Palaniappan e Holley
(2010) que concluiram que o eugenol nédo interagiu com cinco dos seis antibiéticos
contra a espécie Gram-negativa, E. coli.

Apesar da compreensdo limitada das interacbes de Oleos essencias-
antibimicrobianos, Valcourt et al. (2016) estudaram nanocépsulas lipidicas como um
potencial sistema de liberagdo de drogas para tais combinagées. N&o foram
encontradas interagfes entre doxiciclina e carvacrol, eugenol ou cinamaldeido
contra K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli e A. baumannii usando o método
checkerboard.

Mesmo sendo escasso os dados que contribuem para a atvidade
antibacteriana do isoeugenol contra P.aeruginosa a respeito da terapia combinatoria
com outros antibacterianos, 0s resultados se mostram promissores, uma vez que a
associacao do fenilpropanoide a gentamicina apresentou sinergismo, 0 que seria um
efeito desejavel; como também os resultados corroboram com estudos anteriores
gue demonstram que a associacdao de gentamicina com produtos naturais resultou
em resultados semelhantes ao do presente estudo, mas tambem pode-se observar
gue quando combinados o isoeugenol com o meropeném, essa atividade se torna
indesejavel trazendo um antagonismo, com tudo impedindo a atividade do
antimicrobiano ao se associar ao fitoconstituinte o isoeugenol.

Estes dados obtidos reforcam a importancia do isoeugenol como potencial
substancia com acdo antibacteriana, motivando o aprofundamento das pesquisas

visando permitir sua inser¢ao na terapeutica tradicional.



Gonclusio
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6 Conclusao

Com base nos estudos de atividade antibacteriana realizados com o
fitoconstituinte isoeugenol frente dez cepas clinicas de P. aeruginosa e duas cepas
padroes ATCC pode-se concluir que:

O isoeugenol apresentou atividade antibacteriana contra cepas clinicas de
P. aeruginosa com CIM de 64 yg/mL e a CBM de 128 pg/mL.

A associacao do isoeugenol com a gentamicina apresentou efeito sinérgico
para a cepas clinicas e ATCC, j& para com o meropeném esse efeito apresentou
indiferente para as cepas ATCC e antagonismo para as cepas clinicas.

Essas investigacdes feitas no estudo se mostram relevantes e torna-se
necessario o aprofundamento do mesmo, uma vez que o caminho para descoberta
de novos farmacos com atividade antimicrobiana veem sendo um ponto chave para
combater a resisténcia desses micro-organismos e fazer o uso de produtos naturais,
uma saida extraordinaria como importancia clinica e epidemiolégica as infeccdes

ocasionadas por P. aeruginosa.
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